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BCRP breast cancer resistance protein 
BSA bovine serum albumin 
CCLE Cancer Cell Line Encyclopedia 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
expO Expression Project for Oncology 
FACS fluorescence activated cell sorting 
FBS fetal bovine serum 
FTC fumitremorgin C 
GEO Gene Expression Omnibus 
MDCKII Madin-Darby canine kidney 
MDR1 multidrug resistance 1 
MRP multidrug resistant-associated protein 
OD optical density 
PBS phosphate-buffered saline 
PBS-BSA-G PBS containing 1% BSA and 5 mM D(+)-glucose 
PCR polymerase chain reaction 
P-gp P-glycoprotein 
RR resistance ratio 
SI signal intensity 
SN-38 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin 











増加が耐性を示す主な原因であると考えられている (Gillet et al., 2010; Joyce et al., 2015)。
特に，細胞外への排出能増大による抗がん剤の細胞内蓄積量の低下は多剤耐性を示し，化
学構造上には関連性のないさまざまな抗がん剤に対して同様に抵抗性を示すことが知られ
ている (Clynes, 2010)。多剤耐性には breast cancer resistance protein (BCRP，ABCG2)，P-
glycoprotein (P-gp，multidrug resistance 1 (MDR1)，ABCB1)，および multidrug resistant-
associated protein (MRP，ABCC) といった一次性能動輸送体 (ATP-binding cassette 
transporters，ABCトランスポーター) の過剰発現が関連している。 
 BCRPは verapamil存在下にて doxorubicinで選択された乳がん細胞株における耐性獲得
因子として 1998年に (Doyle et al., 1998)，P-gpは colchicine抵抗性のげっ歯類細胞において
過剰発現している排出トランスポーターとして 1976年に (Juliano et al., 1976) それぞれ同
定された。BCRPおよび P-gpは細胞障害性薬や分子標的薬を含むさまざまな抗がん剤を基
質として認識し，それらを細胞外に排出することで細胞内抗がん剤量を低下させる 




選択したMCF-7/AdrVP細胞および BCRP cDNAを安定的に導入したMCF-7細胞 (MCF-
7/BCRP) において，MCF-7細胞と比較して mitoxantroneの LC50値がそれぞれ 3900倍およ
び 32倍上昇したと報告されている (Doyle et al., 1998)。P-gpについては，vinblastineの濃
度を段階的に上げて選択したヒト白血病細胞 (CEM) では親細胞株と比較して P-gpの過剰
発現が認められ，vincristine，doxorubicin，および daunorubicinなど P-gpの基質となる抗が




vinblastine，および doxorubicinに対して抵抗性を示すとの報告もある (Ueda et al., 1987)。 
 一方，製薬企業における抗がん剤の in vitroスクリーニングにおいては，ヒトがんに由
来する細胞株を集めたヒトがん細胞パネルが汎用されている (Shoemaker, 2006; Niu and 
Wang, 2015)。ヒトがん細胞パネル中の細胞株は，人工的に BCRPや P-gpを強制発現させ
ていない，あるいは薬剤選択による発現誘導もさせていない，明確に定義されたがん細胞
株で構成されている。一般的な抗がん剤の創薬プロセスは，このように細胞ベースでの薬
効の in vitroスクリーニングから始まり，in vivoでの動物モデル試験を経て臨床試験へと
進むが，その成功確率は約 10%と低く (Edmondson et al., 2014)，臨床試験での成功確率を
上げるために，正確かつ効率的な候補化合物の in vitro スクリーニングが求められている。
しかし，BCRPや P-gpの過剰発現操作をしていないヒトがん細胞株を用いた in vitroでの
抗がん剤の薬理活性が内因性の BCRPや P-gpによって影響を受ける，すなわちヒトがん
細胞パネルを用いた in vitroスクリーニングの結果，内因性の BCRPや P-gpによる耐性の
ために有望な抗がん作用を有する化合物が除外される可能性がある。 
 そこで本研究では，抗がん剤の in vitroスクリーニングに用いられる細胞を含む，917の
ヒトがん細胞株のマイクロアレイデータを公開している Cancer Cell Line Encyclopedia 
(CCLE) のデータベース (Barretina et al., 2012) を用いて，第 2章においては内因性の BCRP
発現量が異なるヒトがん細胞株を，第 3章では内因性の P-gp発現量が異なるヒトがん細
胞株を用い，内因性の BCRPおよび P-gpが抗がん剤の in vitroでの薬効評価へ及ぼす影響




第 2章 膵臓がん細胞株において内因性の BCRPの発現が抗がん剤の
薬効に与える影響 
 
第 1節 諸言 
 CCLEデータベースを用いて各ヒトがん細胞株における BCRPの mRNA発現量を調べた




ある，AsPC-1，PANC-1，HPAF-II，SW 1990，および MIA PaCa-2を用いた (Fig. 1)。また，




Fig.1. mRNA expression levels of BCRP represented as signal intensity (SI) of microarray analysis 
in 917 cancer cell lines are arranged in descending order (open square, pancreatic cancer cell lines 
used in this study; open circle, pancreatic cancer cell lines; and closed circle, cancer cell lines from 






















第 2節 方法 
2-1 試薬 
 7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin (SN-38)，etoposide，flavopiridol hydrochloride hydrate，お
よび methotrexate hydrateは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) より購入した。Capecitabineは
Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) より購入した。Mitoxantrone dihydrochlorideは
Abcam Biochemicals (Cambridge, UK) より購入した。Topotecan hydrochlorideは LKT 




 ヒト膵臓がん細胞株である PANC-1，AsPC-1，HPAF-II，SW 1990，およびMIA PaCa-2
は American Type Culture Collection (Manassas, VA) より購入した。MDCKII細胞は Dr. Piet 
Borst (Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Netherlands) (Evers et al., 1998) より提供してい
ただいた。PANC-1細胞，HPAF-II細胞，SW 1990細胞，およびMIA PaCa-2細胞は 10% 
fetal bovine serum (FBS) を含む high-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) を
用いて培養した。MDCKII-MOCK細胞およびMDCKII-BCRP細胞は 10% FBSを含む low-
glucose DMEMを用いて，AsPC-1細胞は 10% FBSを含む Roswell Park Memorial Institute 
1640 mediumを用いてそれぞれ培養した。いずれの細胞も 5% CO2，37℃条件下で培養し
た。 
 
2-3 ヒト BCRP遺伝子の MDCKII細胞への形質転換 
 BCRPの cDNA (Matsushima et al., 2005) を BamHIおよび EcoRIサイトより pQCXIN 
vector (Clontech, Mountain View, CA) へ導入し，BCRPおよび選択マーカーである neomycin
を発現させた。コラーゲンコートされた培養ディッシュに human embryonic kidney 293-T
細胞を播種し，翌日，FuGENE 6トランスフェクション試薬 (Roche Life Science, Penzberg, 
Germany) を用いて BCRP-pQCXINおよび両種性レトロウイルスヘルパープラスミドであ





を 8 μg/mLの polybreneとともにMDCKII細胞に添加した。ウイルス感染細胞は G418 (250 




 RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いてトータル RNAを抽出し，260 nmで
の吸光度より RNA濃度を測定した。ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO, Osaka, 
Japan) のプロトコルに従い，500 ngのトータル RNAを逆転写反応に用い，一本鎖 cDNA
を合成した。1 μLの cDNAを用いて，CFX384 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, 
Hercules, CA) にて定量的リアルタイム polymerase chain reaction (PCR) を行なった。定量的
リアルタイム PCRには assay IDがそれぞれ Hs01053790_m1 (ヒト BCRP)，Hs99999903_m1 
(ヒト β-actin)，および Cf03023880_g1 (イヌ β-actin) である inventoried TaqManプローブ 
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA) を用いた。目的遺伝子の発現量は同一サンプル中の内在
性コントロール遺伝子である β-actinの発現量で補正した。目的遺伝子の相対定量値は
ΔΔCt法 (Livak and Schmittgen, 2001) にて算出した。 
 
2-5 ウェスタンブロット法 
 既報 (Gant et al., 1991) に従ってヒト膵臓がん細胞株およびMDCKII細胞からそれぞれ粗
膜画分を調製し，Lowry法 (Lowry et al., 1951) にて，bovine serum albumin (BSA) を標準溶
液として作成した検量線から各粗膜画分に含まれるタンパク量を算出した。粗膜画分は
10% 2-mercaptoethanolを含む Laemmli sample bufferに溶解し，10% Bis-Trisゲルにアプライ
した。タンパク質は Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) を用いて polyvinylidene 
difluoride膜に 1.3 Aで 7分間転写した。Polyvinylidene difluoride膜は 100倍希釈したマウス
モノクローナル抗 BCRP抗体，clone BXP-21 (KAMIYA Biomedical Company, Seattle, WA)， 
もしくは 200倍希釈したウサギモノクローナル抗 β-actin抗体 (Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA) と反応させ，次いで抗 BCRP抗体に対しては 500倍希釈した HRP標識抗マ




iBind Flex Western Device (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用いた。目的タンパク質





Phosphate-buffered saline (PBS) に溶解した 1% Triton X-100を室温で 5分間添加することに
より，細胞を透過処理した。細胞を PBSで洗浄後，blocking solution (5% FBS in PBS) で室
温にて 60分間インキュベートし，25倍希釈したマウスモノクローナル抗 BCRP抗体，
clone BXP-21 (KAMIYA Biomedical Company, Seattle, WA) および 50倍希釈したヤギポリク
ローナル抗 Na+/K+-ATPase抗体，N-15 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) と反応させた。





-ATPase抗体に対しては 1000倍希釈した Alexa Fluor 647抗ヤギ IgGロバ抗体と反応
させた。免疫標識した細胞を含むカバーガラスを DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, 
CA) で封入し，Zeiss LSM 800 (Oberkochen, Germany) で観察した。観察には Zeiss C-
Apochromat 63x/1.2W Corr水浸対物レンズを，画像解析には LSM 800 softwareを用いた。 
 
2-7 細胞増殖アッセイ 
 各細胞を 1,500 cells/wellずつ 96ウェルプレートに播種した。翌日，抗がん剤を単独，
もしくは BCRP阻害のために 10 μMの fumitremorgin C (FTC) とともにさまざまな濃度で添
加した。72時間のインキュベーション後，細胞密度を sulforhodamine Bアッセイ (Vichai 
and Kirtikara, 2006) によって求めた。10%の trichloroacetic acidを各ウェルに添加し，細胞
を固定した。プレートを水で洗浄し，乾燥後，0.057%の sulforhodamine B solutionを添加
した。プレートを室温で 30分間インキュベートした後，1%の acetic acidで洗浄し，タン
パク質に結合していない色素を取り除いた。10 mMの Tris base solutionを各ウェルに添加
し，タンパク質に結合した色素を可溶化し，マイクロプレートリーダーを用いて 540 nm





 各細胞を 8,900 cells/well ずつ 24 ウェルプレートに播種した。翌日，抗がん剤を添加し，
72時間インキュベートした。RNA抽出，逆転写反応，および定量的リアルタイム PCRは




% 𝑜𝑓𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙 𝑔𝑟𝑜𝑤𝑡ℎ =
𝑂𝐷𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 − 𝑂𝐷𝑑𝑎𝑦 0




 各抗がん剤の最大細胞増殖阻害効果の 50%を起こす濃度 (EC50値) は Excel (Microsoft, 
Redmond, WA) とそのアドインソフトである XLfit (IDBS, Guildford, UK) を用いて非線形回
帰分析により以下の式から算出した。 
𝐸 = 𝐸𝑚𝑖𝑛 + (






xは抗がん剤の濃度を，Eminおよび Emaxはそれぞれ xが無限大もしくは 0の場合の細胞増
殖の割合を，Hはヒル係数を表す。 









第 3節 結果 
3-1 膵臓がん細胞株および MDCKII細胞における BCRPの mRNAおよびタンパク質発
現量 
 β-Actin発現量に対する BCRP mRNAの相対発現量はMDCKII-BCRP細胞で最も多く，
次いで PANC-1細胞，AsPC-1細胞，HPAF-II細胞，SW 1990細胞，MIA PaCa-2細胞の順で







BCRPタンパク質が検出されたが，HPAF-II細胞，SW 1990細胞，および MIA PaCa-2細胞
においては BCRPタンパク質が検出されなかった (Fig. 2B)。AsPC-1細胞における BCRP
タンパク質の分子量はMDCKII-BCRP細胞や PANC-1細胞よりも小さかった。MDCKII-
BCRP細胞における BCRP mRNAおよびタンパク質発現量に対する各膵臓がん細胞株での
発現量の関連性を Fig. 2Cに示す。MDCKII-BCRP細胞，PANC-1細胞，および AsPC-1細







Fig. 2. mRNA (A) and protein (B) expression levels of BCRP in pancreatic cancer cell lines and 
MDCKII cells and their relationship (C). (A) mRNA expression levels of BCRP were normalized to 
those of β-actin as an endogenous control. N.D. indicates that BCRP mRNA was not detected. Data 
represent mean ± S.D. (n = 3). (B) Ten μg (upper) or 5 μg (lower) of crude membrane protein was 
loaded into each well and BCRP (upper) and β-actin (lower) proteins were probed with the 
respective monoclonal antibody. (C) mRNA and protein expressions of BCRP normalized to those 
of β-actin in PANC-1 (closed square), AsPC-1 (closed triangle), HPAF-II (open circle), SW 1990 
(open square), and MIA PaCa-2 (open triangle) cells relative to those in MDCKII-BCRP cells 
(closed circle) are plotted. BCRP protein expression levels were regarded as zero for HPAF-II, SW 































































































3-2 膵臓がん細胞株およびMDCKII細胞における BCRPタンパク質の細胞内局在 
 ウェスタンブロット法にて BCRPタンパク質が検出されたMDCKII-BCRP細胞，PANC-

















Fig. 3. Confocal immunofluorescence microscopic analysis of BCRP protein localization in 
pancreatic cancer cell lines and MDCKII cells. Cells were stained with monoclonal antibody against 













使用した (Ahmed-Belkacem et al., 2006)。MDCKII-MOCK細胞およびMDCKII-BCRP細胞に
おける各抗がん剤の EC50値および RR を Table 1 に示す。Methotrexate，SN-38，topotecan，
mitoxantrone，etoposide，teniposide，dinaciclib，および flavopiridolはそれぞれ 0.0003 ~ 0.3 
μM，0.01 ~ 10 μM，0.1 ~ 100 μM，0.003 ~ 100 μM，0.1 ~ 50 μM，0.03 ~ 30 μM，0.03 ~ 30 
μM，および 0.003 ~ 3 μMの範囲内で濃度依存的に MDCKII-MOCK細胞およびMDCKII-
BCRP細胞の細胞増殖を阻害したが，capecitabineは 0.3 ~ 200 μMまでは細胞増殖を阻害し
なかった。BCRPを発現していないMDCKII-MOCK細胞において，SN-38および
dinaciclibの RRはそれぞれ 3.1および 2.2と 2以上であったが，その他の薬剤の RRは 2以
下であったことから，RRが 2以上であった場合に BCRP阻害による影響があると見なし
た。MDCKII-BCRP細胞において methotrexateの RRは 2以下であったが，SN-38，










Table 1. EC50 values of anticancer drugs that are substrates of BCRP in MDCKII-MOCK and MDCKII-BCRP cells.  
For each drug and cell type, the table displays the mean EC50 value, range of EC50 (µM), number of experimental determinations of EC50 
performed (N), and resistance ratio (RR). RR was calculated by dividing the mean EC50 for a given drug in the absence of FTC (EC50, 
−FTC) by the mean EC50 of that drug in the presence of FTC (EC50, +FTC) for each cell type. 
Classification Drug 







































Topoisomerase I inhibitor 

























































Molecular Cyclin-dependent kinase Dinaciclib Cihalova et al., 2015 0.065 0.030 1 2.2 0.18 0.027 1 6.7 
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targeted inhibitor [-] [-] [-] [-] 















3-4 FTC添加条件および非添加条件での抗がん剤の膵臓がん細胞株における EC50値 
 FTC添加および非添加条件において SN-38，topotecan，mitoxantrone，dinaciclib，および
flavopiridolの EC50値を膵臓がん細胞株で検討した結果を Table 2に示す。SN-38，topotecan，
および mitoxantroneの RRは，PANC-1細胞においてそれぞれ 18，11，および 3.7であり，
AsPC-1細胞においてそれぞれ 3.5，3.9，および 3.0であった。PANC-1細胞および AsPC-1
細胞において，dinaciclibおよび flavopiridolの RRは 2以下であった。HPAF-II細胞，
SW1990細胞，およびMIA PaCa-2細胞においては，MIA PaCa-2細胞における SN-38の




Table 2. EC50 values of anticancer drugs in pancreatic cancer cell lines.  
For each drug and cell type, the table displays the mean EC50 value, range of EC50 (µM), number of experimental determinations of EC50 
performed (N), and resistance ratio (RR). 
Drug 
















































































































































































1 1.1    
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3-5 膵臓がん細胞株とMDCKII-BCRP細胞における各抗がん剤の RRと BCRP mRNA発
現量との関連 
 膵臓がん細胞株とMDCKII-BCRP細胞において，SN-38，topotecan，mitoxantrone，
dinaciclib，および flavoliridolの RRと BCRP mRNA発現量との関連を検討した結果を Fig. 
4に示す。各薬剤の RRは，BCRP mRNA発現量の少ない HPAF-II細胞，SW 1990細胞，お
よびMIA PaCa-2細胞においてはほぼ一定であったが，AsPC-1細胞，PANC-1細胞，およ






Fig. 4. Relationship between RR of SN-38 (A), topotecan (B), mitoxantrone (C), dinaciclib (D), and 
flavopiridol (E) and BCRP mRNA expression levels of MDCKII-BCRP (closed circle), PANC-1 
(closed square), AsPC-1 (closed triangle), HPAF-II (open circle), SW 1990 (open square), and MIA 





























































































































































































3-6 抗がん剤処置による膵臓がん細胞株における BCRP mRNA発現量への影響 
 各膵臓がん細胞株に EC50値付近の濃度の SN-38，topotecan，mitoxantrone，dinaciclib，
および flavopiridolを添加し，72時間培養した際の BCRP mRNA発現量の変化を検討した
結果を Table 3に示す。PANC-1細胞，AsPC-1細胞，HPAF-II細胞，および SW 1990細胞
においては，抗がん剤非添加条件に対する添加条件での BCRP mRNAの発現量変化はいず
れも 2倍以内であった。MIA PaCa-2細胞においては SN-38，topotecan，および
mitoxantroneを処置することにより，濃度依存的に BCRP mRNA発現量が上昇し，それぞ




Table 3. Relative changes in BCRP mRNA expression in pancreatic cancer cell lines after treatment with anticancer drugs compared with 
control (no treatment). 
Analysis of mRNA expression was performed after a 72-h incubation with each anticancer drug. BCRP mRNA expression levels were 




PANC-1 AsPC-1 HPAF-II SW 1990 MIA PaCa-2 
Concentration 
(µM) 
mean ± S.D. Concentration 
(µM) 
mean ± S.D. Concentration 
(µM) 
mean ± S.D. Concentration 
(µM) 
mean ± S.D. Concentration 
(µM) 
mean ± S.D. 
- (control) - 1.0 ± 0.056 - 1.0 ± 0.032 - 1.0 ± 0.12 - 1.0 ± 0.13 - 1.0 ± 0.19 
SN-38 0.3 1.8 ± 0.18 0.1 1.4 ± 0.34 0.1 0.76 ± 0.053 0.01 1.3 ± 0.17 0.01 8.3 ± 1.4 
1 1.8 ± 0.28 0.3 0.94 ± 0.15 0.3 1.2 ± 0.25 0.03 1.0 ± 0.096 0.03 15 ± 1.7 
Topotecan 1 1.7 ± 0.24 0.3 1.5 ± 0.070 0.3 0.76 ± 0.044 0.03 1.4 ± 0.11 0.03 3.1 ± 0.19 
3 1.8 ± 0.18 1 0.75 ± 0.097 1 0.83 ± 0.080 0.1 0.85 ± 0.14 0.1 17 ± 0.89 
Mitoxantrone 0.1 2.0 ± 0.15 0.3 1.3 ± 0.20 0.3 0.65 ± 0.090 0.1 0.70 ± 0.14 0.03 17 ± 1.8 
0.3 1.8 ± 0.14 1 0.75 ± 0.089 1 1.2 ± 0.20 0.3 1.1 ± 0.14 0.1 20 ± 1.4 
Dinaciclib 0.01 0.73 ± 0.018 0.01 0.98 ± 0.17 0.003 0.78 ± 0.040 0.003 0.76 ± 0.055 0.003 1.2 ± 0.17 
0.03 1.9 ± 0.13 0.03 0.99 ± 0.087 0.01 1.2 ± 0.057 0.01 1.3 ± 0.19 0.01 4.1 ± 0.45 
Flavopiridol 0.1 0.65 ± 0.094 0.1 0.97 ± 0.10 0.1 1.2 ± 0.11 0.03 0.71 ± 0.10 0.03 0.99 ± 0.085 





第 4節 考察 
 本章では，内因性の BCRP発現量が異なる膵臓がん細胞株を用いて，BCRPの基質とな
る抗がん剤の EC50値を BCRP阻害剤の添加および非添加条件で測定し，内因性の BCRP
の発現量が抗がん剤の薬効に及ぼす影響を検討した。なお，用いた細胞株における P-gp
の発現量は低く，結果に影響しないものと考えられた。その結果，内因性の BCRPを高発
現する PANC-1細胞および AsPC-1細胞において，SN-38，topotecan，および mitoxantrone
の EC50値は BCRP阻害剤を添加することで著しく減少した。PANC-1細胞における SN-38
の EC50値のシフトが最も大きく，0.71 µMから 0.040 µMへと 18倍であった。内因性の
BCRPの発現量が PANC-1細胞や AsPC-1細胞と比較して少ない HPAF-II細胞，SW 1990細
胞，およびMIA PaCa-2細胞においては，抗がん剤の EC50値は BCRP阻害剤の添加によっ
て影響を受けなかった (Table 2)。全体として抗がん剤の RRは BCRP mRNA発現量の増加
に伴い増大する傾向を示した (Fig. 4)。 
 mRNA発現量はタンパク質発現量の指標であり，細胞膜上に発現するトランスポーター
が輸送活性を持つことが広く認識されているため，BCRP mRNA発現量 (Fig. 2A) と BCRP
タンパク質発現量 (Fig. 2B)，および BCRPタンパク質の細胞内局在 (Fig. 3) の関連性を検







おける分子量よりも小さかった (Fig. 2B)。これは AsPC-1細胞と，MDCKII-BCRP細胞も
しくは PANC-1細胞における BCRPの N-結合型糖鎖合成の違いによるためである可能性が
あるが，N-結合型糖鎖合成の有無は BCRPタンパク質の細胞膜上への局在に影響しないこ
とが報告されていることから (Mohrmann et al., 2005)，BCRPの活性は N-結合型糖鎖合成の
違いには影響を受けないと考えられる。実際に，AsPC-1細胞における SN-38，topotecan，




 検討した抗がん剤の EC50値は PANC-1細胞および AsPC-1細胞では BCRPによる影響を
受けたが，HPAF-II細胞，SW 1990細胞，および MIA PaCa-2細胞では影響を受けなかった
ことから，BCRP mRNA発現量が PANC-1細胞や AsPC-1細胞よりも多いがん細胞株にお
いては抗がん剤の in vitroでの薬効が過小評価される可能性があると考えられる。CCLEに
おいて，全がん細胞株中の 1.7% (917中 16) の細胞株，および膵臓がん細胞中の 7.0% (43
中 3) の細胞株での BCRP mRNA発現量は PANC-1細胞や AsPC-1細胞での発現量よりも多
いことから (Fig. 1)，BCRPの mRNA発現量が PANC-1細胞や AsPC-1細胞よりも多いがん
細胞株の数は限られている。 
 MIA PaCa-2細胞における BCRP mRNA発現量は抗がん剤の添加により増加したが (Table 





 Figure 4に示した通り，全体として検討した抗がん剤の RRは BCRP mRNA発現量の増
加に伴い増大する傾向にあり，BCRPを高発現する細胞株において BCRP阻害による影響
が見られた。しかし，BCRP mRNA発現量の低い MIA PaCa-2細胞において，SN-38の RR
は 2.1であり (Table 2)，MDCKII-MOCK細胞においても SN-38の RRは 3.1 (Table 1) と，
BCRP阻害剤の添加による影響が見られた。SN-38は BCRPだけでなく P-gp，MRP1，お
よびMRP2等の排出トランスポーターの基質となることが報告されている (Kwak et al., 
2012)。MIA PaCa-2細胞でのMDR1 mRNA発現量は少なかったことから，FTCによって機








(Giacomini et al., 2010) correted efflux ratioはこれら 4薬剤で同等であることが報告されてお
り (SN-38: 7.6~8.4，topotecan: 2.6~5.4，mitoxantrone: 4.5~6.1，flavopiridol: 6.0) (Xiao et al., 
2006; Zhou et al., 2009)，BCRPがこれらの薬剤を細胞内から細胞外へ排出する輸送効率は
同等である可能性が示された。しかし，本検討ではMDCKII-BCRP細胞におけるトポイソ
メラーゼ I阻害薬である SN-38および topotecanの RRは mitoxantroneもしくは flavopiridol





在している (Oguma, 2001)。Solute carrierトランスポーターである organic anion-transporting 
polypeptide 2B1は SN-38のラクトン体およびカルボン酸体を同様に認識して輸送すること
が報告されているが (Fujita et al., 2016)，BCRPがトポイソメラーゼ I阻害薬のラクトン体
およびカルボン酸体を同様に輸送するかは不明である。そのため，RRと efflux ratioとの
関係性を正確に議論するためには，SN-38および topotecanのラクトン体での efflux ratioを
カルボン酸体とは分離して評価する必要があると考えられる。 
 本研究で用いた膵臓がん細胞株の BCRP mRNA発現量を，Expression Project for 
Oncology (expO) (accession number: GSE2109; Gene Expression Omnibus (GEO)) から入手可能
な 2157のがん生検サンプル中での BCRP mRNA発現量と比較した (Fig. 5)。比較の結果，
がん生検サンプルにおける BCRP mRNA発現量は，BCRPを阻害することでいくつかの抗
がん剤の EC50値が著しく減少した PANC-1細胞や AsPC-1細胞よりも少なく，抗がん剤の
EC50値が BCRP阻害の影響を受けなかった HPAF-II細胞，SW 1990細胞，およびMIA 
PaCa-2細胞と同等もしくは少なかった (Fig. 5)。しかし，がん組織において BCRPが抗が
ん剤を排出することによって起こる薬剤耐性を無視できるとは必ずしも言えない。本研究
において抗がん剤の添加後，MIA PaCa-2 細胞での BCRP mRNA 発現量は上昇し (Table 3)，
また in vivoにおいても急性白血病患者から採取した白血病性芽球中の BCRP mRNA発現




患者から採取されている (annotated in accession number: GSE2109; GEO)。そのため，化学
療法後のがん組織での BCRP mRNA発現量は Fig. 5に示す発現量とは異なる可能性がある。
さらに，がん組織は異質な細胞集団から構成されるが，自己複製能と多分化能を持ち，腫
瘍形成過程に関わるとされるがん幹細胞において BCRPは高発現しているとの報告もある 
(An and Ongkeko, 2009; Natarajan et al., 2012)。しかし，Fig. 5に示したがん組織での BCRP 
mRNA発現量はがん幹細胞だけでなく他の細胞種も含む異質な細胞集団での平均化された
発現量であるため，がん組織中のがん幹細胞における BCRP mRNA発現量は Fig. 5に示す
ものよりも多く，がん幹細胞中の BCRP が薬剤耐性に関わっている可能性は否定できない。 
 本章の検討で得られた結果をまとめると，内因性の BCRPを高発現するがん細胞株 (全





性の BCRPの発現量が少ないがん細胞株 (全がん細胞株の 98.3%，および膵臓がん細胞株








Fig. 5. Comparison of relative mRNA expression levels of BCRP to β-actin between cancer 
biopsies and cancer cell lines. mRNA expression levels of BCRP and β-actin in 2157 cancer 
biopsies and cancer cell lines used in this study, represented as SI of microarray analysis, were 
obtained from expO and CCLE, respectively, and compared (closed circle, cancer biopsies and open 






































第 3章 結腸がん細胞株において内因性の P-gpの発現が抗がん剤の薬
効に与える影響 
 






C2BBe1細胞，および RKO細胞を用いた (Fig. 6)。また，実験の陽性対照としてヒト
MDR1遺伝子を強制発現させたブタ腎上皮細胞 (LLC-CoL) を用いた。 
 
 
Fig.6. mRNA expression levels of MDR1 represented as SI of microarray analysis in 917 
cancer cell lines are arranged in descending order (open square, colon cancer cell lines used 























第 2節 方法 
2-1 試薬 
 [3H]Paclitaxel，[3H]doxorubicin，および[3H]mitoxantroneはMoravek (Mercury, CA) より購
入した。[3H]Vinorelbineは American Radiolabeled Chemicals (St. Louis, MO) より購入した。
Paclitaxel，vinblastine sulfate salt，doxorubicin hydrochloride，crizotinib，および etoposideは
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) より購入した。Cabazitaxelおよび vinorelbine ditartrateは
Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) より購入した。Zosuquidar (ZSQ) および
everolimusはそれぞれ Cellagen Technology (San Diego, CA) および Toronto Research 
Chemicals (Toronto, ON, Canada) より購入した。Mitoxantrone dihydrochlorideおよび
lapatinibはそれぞれ Abcam Biochemicals (Cambridge, UK) および Cell Signaling Technology 
(Danvers, MA) より購入した。その他の試薬は特級もしくは分析グレードのものを用いた。 
 
2-2 細胞培養 
 LLC-PK1細胞は Japan Health Science Research Resources Bank (Osaka, Japan) より，CW-2
細胞は RIKEN BioResource Center (Tsukuba, Japan) よりそれぞれ購入した。LLC-CoL細胞は
ヒトMDR1 cDNAを LLC-PK1細胞に導入することにより樹立された (Tanigawara et al., 
1992; Ueda et al., 1992)。C2BBe1細胞および RKO細胞は American Type Culture Collection 
(Manassas, VA) より購入した。CL-11細胞および CL-40細胞は Leibniz-Institut DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Germany) よ
り購入した。全ての細胞は 10% FBS を含む high-glucose DMEMを用いて培養した。LLC-
CoL細胞においては，継代培養時にのみ 150 ng/mLの colchicineを 10% FBSを含む high-
glucose DMEMに添加した。いずれの細胞も 5% CO2，37℃条件下で培養した。 
 
2-3 遺伝子発現解析 
 第 2章，第 2節，2-4に従って実施した。ただし，定量的リアルタイム PCRには assay 
IDがそれぞれ Hs00184500_m1 (ヒト MDR1)，Hs01053790_m1 (ヒト BCRP)，
Hs99999903_m1 (ヒト β-actin)，Ss03373435_m1 (ブタ MDR1)，および Ss03376563_uH (ブタ




2-4 Fluorescence activated cell sorting (FACS) 解析 
 2 x 106の結腸がん細胞株，LLC-PK1細胞，および LLC-CoL細胞をそれぞれ 1% BSAと
5 mM D(+)-glucoseを含む PBS (PBS-BSA-G) で洗浄した後，10倍希釈したマウスモノクロ
ーナル抗 P-gp抗体，clone 17F9 (BD Biosciences, San Jose, CA) もしくは 10倍希釈したマウ
ス IgG2b, κアイソタイプコントロール (BD Biosciences, San Jose, CA) と 4°Cで 1時間反応さ
せた。細胞を PBS-BSA-Gで 3回洗浄後，100倍希釈した Alexa Fluor 488抗マウス IgGヤ
ギ抗体と 4°Cで 1時間反応させた。細胞を PBS-BSA-Gで 3回洗浄後，死細胞を解析から
除外するために 50倍希釈した 7-amino-actinomycin Dと 4°Cで 10分間反応させた。FACS





 第 2章，第 2節，2-5に従って粗膜画分の調製および粗膜画分中のタンパク質量の算出
を行なった。粗膜画分は 10% 2-mercaptoethanolを含む Laemmli sample bufferに溶解し，
8% Bis-Trisゲルに添加した。タンパク質は Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) を用
いて polyvinylidene difluoride膜に 0.2 Aで 90分間転写した。5% ECL blocking reagent (GE 
Healthcare, Chicago, IL) を用いて膜をブロッキングした後，500倍希釈したマウスモノクロ
ーナル抗 P-gp抗体，clone C219 (BioLegend, San Diego, CA) もしくは 1,000倍希釈したウサ
ギモノクローナル抗 β-actin抗体 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) と 4°Cで一晩反応
させた。抗 P-gp抗体に対しては 2,500倍希釈した HRP標識抗マウス IgGヒツジポリクロ
ーナル抗体と，抗 β-actin抗体に対しては 10,000倍希釈した HRP標識抗ウサギ IgGロバポ
リクローナル抗体とそれぞれ反応させた。目的タンパク質の検出には ECL Prime Western 
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Chicago, IL) を用いた。 
 
2-6 共焦点免疫蛍光顕微鏡法 
 第 2章，第 2節，2-6に従って行った。ただし，一次抗体反応には 50倍希釈したマウス
モノクローナル抗 P-gp抗体，clone C219 (BioLegend, San Diego, CA) および結腸がん細胞株
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では 50倍希釈したヤギポリクローナル抗 Na+/K+-ATPase抗体，N-15 (Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, TX) を，LLC-PK1細胞および LLC-CoL細胞においては 50倍希釈し
たウサギモノクローナル抗 Na+/K+-ATPase抗体，EP1845Y (Abcam, Cambridge, MA) をそれ
ぞれ用いた。二次抗体反応では抗 P-gp抗体に対しては 1,000倍希釈した Alexa Fluor 488抗
マウス IgGロバ抗体と，抗 Na+/K+-ATPase抗体に対しては 1,000倍希釈した Alexa Fluor 
647抗ヤギ IgGロバ抗体 (結腸がん細胞株) もしくは 1,000倍希釈した Alexa Fluor 568抗ウ
サギ IgGロバ抗体 (LLC-PK1細胞および LLC-CoL細胞) とそれぞれ反応させた。 
 
2-7 細胞増殖アッセイ 
 第 2章，第 2節，2-7に従って行った。ただし，抗がん剤は単独もしくは P-gp阻害のた
めに 1 μMの ZSQとともにさまざまな濃度で添加した。 
 
2-8 抗がん剤処置後の遺伝子発現解析 
 第 2章，第 2節，2-8に従って行った。 
 
2-9 結腸がん細胞株および LLC-CoL細胞での抗がん剤の取り込み試験 
 各細胞を 1 x 105 cells/wellずつ 24ウェルプレートに播種した。翌日，既報の方法 (Hirano 
et al., 2004) を若干変更し，取り込み試験を行なった。細胞に標識抗がん剤と 10% FBSを
含む DMEMを 1 μM の ZSQ存在条件もしくは非存在条件で添加することで取り込み反応
を開始した。規定時間反応した後，反応培地を除去し，10% FBSを含む氷冷した DMEM
を添加することで取り込み反応を終了させた。細胞表面を氷冷した Krebs-Henseleit buffer
で 3回洗浄後，1N NaOHを添加し 37°Cで 1時間インキュベーションすることにより，細
胞を可溶化した。1N HClで中和後，細胞溶解液はシンチレーションバイアルおよびサン
プルチューブに移した。細胞内およびインキュベーション培地中に含まれる放射能量は液
体シンチレーションカウンター (Tri-Carb 3110TR, PerkinElmer Life and Analytical Sciences) 













EC50, -ZSQおよび EC50, +ZSQはそれぞれ ZSQ非添加条件および添加条件での EC50値を表す。 










第 3節 結果 
3-1 結腸がん細胞株および LLC細胞における P-gpの mRNAおよびタンパク質発現量 
 β-Actin発現量に対するヒトMDR1 mRNAの相対発現量は CW-2細胞で最も多く，次い
で LLC-CoL細胞，CL-11細胞，CL-40細胞，C2BBe1細胞の順であった。RKO細胞および
LLC-PK1細胞においてはヒトMDR1 mRNAは検出されなかった (Table 4)。内因性のブタ




および RKO細胞における BCRP mRNA発現量は β-actinの 1/3200以下であったことから，
これらのがん細胞株における BCRP mRNA発現量は少なく，その影響はないと考えられた。
CL-11細胞および C2BBe1細胞においては，BCRPの mRNA発現量は β-actinのそれぞれ










ンブロット法および FACS解析で算出した P-gpタンパク質発現量が mRNA発現量から見
積もられる発現量よりも少なかった (Figs. 7B and 7C)。
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Table 4. mRNA expression levels of MDR1 and BCRP, and protein expression levels of P-gp in colon cancer cell lines and LLC cells. 
mRNA expression levels of human MDR1 and BCRP in all cell lines and porcine MDR1 in LLC cells are normalized to those of β-actin, 
and data represent mean ± SD (n = 3). Protein expression levels of P-gp determined from FACS analysis are shown as a ratio of mean 
fluorescence of each cell line incubated with anti-P-gp antibody to that with isotype control antibody. Protein expression levels of P-gp 
determined from western blot analysis are shown as a ratio of the density of P-gp bands to those of β-actin bands. MDR1 mRNA and P-gp 
protein expression levels in each cell line relative to those in LLC-CoL cells are determined as a ratio.  
 
mRNA (MDR1) 
Protein (P-gp)  
from FACS analysis 
Protein (P-gp)  
from western blot analysis 
mRNA (BCRP) 
  Anti-P-gp Isotype control Anti-P-gp / 
isotype control 





Cell Mean ± SD Ratio Mean ± SD Mean ± SD Ratio Mean ± SD 
LLC-CoL 
0.50 ± 0.033 
(0.00047 ± 0.000084*) 
1.0 41000 ± 20000 120 ± 110 350 1.0 3.3 1.0 ND 
LLC-PK1 
ND 
(0.00099 ± 0.00012*) 
NC 160 ± 360 110 ± 150 NC NC NC NC ND 
CW-2 0.52 ± 0.039 1.0 13000 ± 9300 94 ± 100 140 0.39 3.2 0.97 0.00031 ± 0.000047 
CL-11 0.043 ± 0.0034 0.087 7000 ± 7200 210 ± 300 34 0.094 0.46 0.14 0.0026 ± 0.00043 
CL-40 0.038 ± 0.0036 0.076 340 ± 470 160 ± 210 2.2 0.0061 ND NC 0.0000040 ± 0.0000011 
C2BBe1 0.0094 ± 0.0010 0.019 3000 ± 4000 110 ± 240 27 0.077 0.12 0.037 0.0061 ± 0.00091 
RKO ND NC 100 ± 83 97 ± 43 1.0 0.0029 ND NC 0.00028 ± 0.000025 
ND: Not detected 
NC: Not calculated 






   
Fig. 7. (A) Protein expression levels of P-gp in colon cancer cell lines and LLC cells in western blot 
analysis. Each lane was loaded with 10 μg (lanes LLC-CoL (10) and CW-2 (10)) or 30 μg (other 
lanes) of crude membrane, and P-gp (upper) and β-actin (lower) proteins were probed with the 
respective monoclonal antibody. (B) (C) mRNA expression levels of MDR1 normalized to those of 
β-actin and protein expression levels of P-gp in plasma membrane surface normalized to isotype 
control in FACS analysis (B) or in crude membrane fractions normalized to β-actin in western blot 
analysis (C) in CW-2 (closed square), CL-11 (closed triangle), CL-40 (closed diamond), C2BBe1 
(open circle), and RKO (open square) cells relative to those in LLC-CoL cells (closed circle) are 
plotted. MDR1 mRNA expression level in RKO cells and P-gp protein expression levels in CL-40 

















































































































3-2 結腸がん細胞株および LLC細胞における P-gpタンパク質の細胞内局在 












Fig. 8. Confocal immunofluorescence microscopic analysis of P-gp protein localization in colon 









3-3 ZSQ添加条件および非添加条件での抗がん剤の LLC細胞における EC50値 
 P-gpの基質であり，異なる作用機序を持つ 10種の抗がん剤を選択し，LLC-PK1細胞お
よび LLC-CoL細胞において P-gp阻害薬である ZSQの添加および非添加条件での EC50値
を求めた。P-gp阻害による影響のみを検討するために，P-gp選択的な阻害剤である ZSQ
を使用した (Thomas and Coley, 2003; Fuchs et al., 2014)。LLC-PK1細胞および LLC-CoL細胞
における各抗がん剤の EC50値および RRを Table 5に示す。Paclitaxelは 0.3 ~ 30,000 nM，
cabazitaxelは 0.01 ~ 3,000 nM，vinorelbineは 3 ~ 10,000 nM，vinblastineは 0.3 ~ 1,000 nM，
doxorubicinは 3 ~ 100,000 nM，etoposideは 100 ~ 50,000 nM，mitoxantroneは 10 ~ 30,000 nM，
everolimusは 0.003 ~ 3,000 nM，crizotinibは 100 ~ 50,000 nM，lapatinibは 30 ~ 30,000 nMの
濃度範囲でそれぞれ LLC-PK1細胞および LLC-CoL細胞の細胞増殖を濃度依存的に阻害し
た。内因性のブタMDR1の mRNA発現量が非常に少ない LLC-PK1細胞 (Table 4) において，
paclitaxelおよび everolimusの RRはそれぞれ 2.1と 2以上であったが，それ以外の抗がん
剤の RRは 2以下であったことから，RRが 2以上であった場合に P-gp阻害による影響が
あると見なした。LLC-CoL細胞において lapatinibの RRは 2以下であったが，paclitaxel，
cabazitaxel，vinorelbine，vinblastine，doxorubicin，etoposide，mitoxantrone，everolimus，お








Table 5. EC50 values of anticancer drugs that are substrates of P-gp in LLC-PK1 and LLC-CoL cells.  
For each drug and cell type, the table displays the EC50 values ± calculated SE with (EC50, +ZSQ) and without (EC50,-ZSQ) ZSQ, respectively, 
and RR. 
   LLC-PK1 LLC-CoL 










Cytotoxic Taxanes Paclitaxel Sorrentino et al., 1992 6.0 ± 0.32 2.8 ± 1.2 2.1 7400 ± 720 12 ± 1.6 620 
Cabazitaxel Mita et al., 2009 0.46 ± 0.019 0.26 ± 0.012 1.8 71 ± 16 0.33 ± 0.069 220 
Vinca alkaloids Vinorelbine Adams et al., 1995 5.8 ± 0.27 3.2 ± 18 1.8 1900 ± 220 5.6 ± 0.45 340 
Vinblastine Tamai and Safa, 1990 7.4 ± 10000 4.1 ± 320 1.8 850 ± 8300 9.3 ± 820 91 
Anthracyclines Doxorubicin Ueda et al., 1987 92 ± 38 110 ± 30 0.84 12000 ± 5700 98 ± 32 120 
Topoisomerase II inhibitor Etoposide Pastan et al., 1988 950 ± 95 780 ± 140 1.2 33000 ± 7500 1100 ± 250 30 
Mitoxantrone Schurr et al., 1989 130 ± 62 72 ± 45 1.8 2200 ± 1600 97 ± 50 23 
Molecular 
targeted 
mTOR inhibitor Everolimus Crowe et al., 1998 0.18 ± 0.028 0.087 ± 0.0038 2.1 6.9 ± 1.8 0.068 ± 0.0054 100 
ALK/ROS1 inhibitor Crizotinib Tang et al., 2014 3400 ± 230 3600 ± 190 0.94 14000 ± 520 4300 ± 520 3.3 
EGFR/HER2 inhibitor Lapatinib Polli et al., 2008 8500 ± 900 9000 ± 920 0.94 4400 ± 860 5100 ± 890 0.86 
45 
 
3-4 ZSQ添加条件および非添加条件での抗がん剤の結腸がん細胞株における EC50値 
 ZSQ添加および非添加条件において paclitaxel，vinorelbine，doxorubicin，および
mitoxantroneの EC50値を結腸がん細胞株で検討した。CW-2細胞および CL-11細胞におけ
る paclitaxelおよび vinorelbineの RRはそれぞれ 6.8および 8.7，2.8および 2.8であった。
CL-11細胞および C2BBe1細胞における doxorubicinの RRはそれぞれ 2.3および 3.1であっ
た。CW-2細胞，CL-40細胞，および RKO細胞における mitoxantroneの RRはそれぞれ 2.2，




Table 6. EC50 values of anticancer drugs in colon cancer cell lines.  
For each drug and cell type, the table displays the mean EC50 value, range of EC50 (nM), number of experimental determinations of EC50 
performed (N), and RR. 
Drug 

























































4.0 ± 0.62* 
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70 ± 16* 
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160 ± 27* 
[-] 
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Paclitaxel 
8.5 ± 1.7* 
[-] 
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9.1 ± 3.4* 
[-] 
1 
4.8 ± 2.8* 
[-] 
1 1.9 
1.8 ± 0.026* 
[-] 
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550 ± 100* 
[-] 
1 
180 ± 21* 
[-] 
1 3.1 
100 ± 16* 
[-] 
1 




760 ± 97* 
[-] 
1 
530 ± 75* 
[-] 
1 1.4 
280 ± 3000* 
[-] 
1 
120 ± 5.8* 
[-] 
1 2.3 




3-5 結腸がん細胞株と LLC-CoL細胞における URと P-gpタンパク質発現量との関連 
 ZSQ添加および非添加条件での paclitaxel，vinorelbine，doxorubicin，および
mitoxantroneの細胞内濃度を検討するために，結腸がん細胞株および LLC-CoL細胞におい
てこれらの薬物の時間依存的な取り込みを検討した (Fig. 9)。結腸がん細胞株および LLC-
CoL細胞において，paclitaxel，vinorelbine，doxorubicin，および mitoxantroneの取り込みは
24時間以降にプラトーに達したため，24時間での各細胞の URを算出し，URと FACS解
析にて算出した細胞膜上の P-gpタンパク質発現量との関連を検討した (Fig. 10)。結腸がん























































































































































































































































































































































































































Fig. 9. The time profiles of the uptake of anticancer drugs in colon cancer cell lines and LLC CoL cells. Uptake of 1 nM paclitaxel (A, E, 
I, M, Q, U), 2 nM of vinorelbine (B, F, J, N, R, V), 50 nM of doxorubicin (C, G, K, O, S, W), and 10 nM of mitoxantrone (D, H, L, P, T, 
X) in LLC-CoL (A, B, C, D), CW-2 (E, F, G, H), CL-11 (I, J, K, L), CL-40 (M, N, O, P), C2BBe1 (Q, R, S, T), and RKO (U, V, W, X) 
cells was examined for 0, 0.5, 1, 2, 6, 24, 48, and 72 h at 37°C in the absence (open diamond) and presence (closed diamond) of ZSQ. 











































































































































































































































































































































































































Fig. 10. Relationship between UR at 24 h of paclitaxel (A), vinorelbine (B), doxorubicin (C), and 
mitoxantrone (D) and P-gp protein expression levels of LLC-CoL (closed circle), CW-2 (closed 
square), CL-11 (closed triangle), CL-40 (closed diamond), C2BBe1 (open circle), and RKO (open 












































































































































































3-6 結腸がん細胞株と LLC-CoL細胞における RRと P-gpタンパク質発現量との関連 
 結腸がん細胞株と LLC-CoL細胞における paclitaxel，vinorelbine，doxorubicin，および
mitoxantroneの RRと FACS解析で算出した細胞膜上の P-gpタンパク質発現量との関連を
検討した (Fig. 11)。RRと P-gpのタンパク質発現量との間に明確な関連はなかったが，P-




Fig. 11. Relationship between RR of paclitaxel (A), vinorelbine (B), doxorubicin (C), and 
mitoxantrone (D), and P-gp protein expression levels of LLC-CoL (closed circle), CW-2 (closed 
square), CL-11 (closed triangle), CL-40 (closed diamond), C2BBe1 (open circle), and RKO (open 




































































































































































3-7 結腸がん細胞株と LLC-CoL細胞における RRと URとの関連 
 結腸がん細胞株と LLC-CoL細胞における paclitaxel，vinorelbine，doxorubicin，および
mitoxantroneの RRと URとの関連を検討した (Fig. 12)。Paclitaxelの RRは URの増加に伴




Fig. 12. Relationship between RR and UR at 24 h of paclitaxel (A), vinorelbine (B), doxorubicin 
(C), and mitoxantrone (D) in LLC-CoL (closed circle), CW-2 (closed square), CL-11 (closed 
triangle), CL-40 (closed diamond), C2BBe1 (open circle), and RKO (open square) cells. Dotted and 




































































































































































3-8 抗がん剤処置による結腸がん細胞株における MDR1 mRNA発現量への影響 
 各結腸がん細胞株に EC50値付近の濃度の paclitaxel，vinorelbine，doxorubicin，および
mitoxantroneを添加し，72時間培養した際のMDR1 mRNA発現量の変化を検討した結果を
Table 7に示す。抗がん剤非添加群と比較して paclitaxelと vinorelbineは CL-40細胞の，
doxorubicinは CL-11細胞，CL-40細胞，および C2BBe1細胞の，mitoxantroneは CW-2細
胞，CL-40細胞，および C2BBe1細胞のMDR1 mRNA発現量を 2倍以上に上昇させた。
RKO細胞においては，抗がん剤非添加群のMDR1 mRNA発現量は検出下限以下であった
が，mitoxantrone 添加後は検出可能なレベルとなった。検討した全ての抗がん剤において，




Table 7. Relative changes in MDR1 mRNA expression in colon cancer cell lines after treatment with anticancer drugs compared with 
control (no treatment). mRNA expression was analyzed after 72-h incubation with each anticancer drug. MDR1 mRNA expression levels 




CW-2 CL-11 CL-40 C2BBe1 RKO 
Concentration 
(nM) 
mean ± SD Concentration 
(nM) 
mean ± SD Concentration 
(nM) 
mean ± SD Concentration 
(nM) 
mean ± SD Concentration 
(nM) 
mean ± SD 
Control 0 1.0 ± 0.14 0 1.0 ± 0.053 0 1.0 ± 0.069 0 1.0 ± 0.12 0 NC 
Paclitaxel 10 1.3 ± 0.19 10 1.1 ± 0.021 3 1.4 ± 0.021 10 1.2 ± 0.077 1 NC 
30 1.5 ± 0.038 30 1.3 ± 0.050 10 2.1 ± 0.20 30 1.2 ± 0.010 3 NC 
Vinorelbine 3 0.81 ± 0.13 10 1.2 ± 0.058 3 1.9 ± 0.063 3 1.2 ± 0.042 1 NC 
10 1.3 ± 0.063 30 1.2 ± 0.10 10 3.1 ± 0.11 10 1.2 ± 0.054 3 NC 
Doxorubicin 300 1.8 ± 0.18 300 2.0 ± 0.15 30 2.8 ± 0.41 300 2.2 ± 0.31 100 NC 
1000 2.0 ± 0.044 1000 2.5 ± 0.24 100 6.1 ± 0.29 1000 2.9 ± 0.26 300 NC 
Mitoxantrone 300 2.3 ± 0.098 100 1.8 ± 0.16 100 2.7 ± 0.11 300 1.6 ± 0.11 100 NC 
- 
1000 3.0 ± 0.23 300 1.9 ± 0.059 300 5.8 ± 0.26 1000 2.3 ± 0.11 300 (0.00023 ± 0.000065*)  
NC: Not calculated because MDR1 mRNA was below the detectable level 
-: Not calculated because basal MDR1 mRNA was below the detectable level 




第 4節 考察 
 本章では内因性の P-gp発現量が異なる結腸がん細胞株および陽性対照として LLC-CoL
細胞を用いて，内因性の P-gpが P-gpの基質となる抗がん剤の薬効に及ぼす影響を検討し
た。その結果，内因性の P-gpを高発現する CW-2細胞と CL-11細胞において，paclitaxel
や vinorelbineの EC50値は P-gp阻害剤の存在下で著しく低下した (Fig. 11)。CW-2細胞，
CL-11細胞，および LLC-CoL細胞での結果から，検討した抗がん剤の中で P-gp阻害によ
る EC50値への影響が最も大きかったのは paclitaxelであった。CW-2細胞や CL-11細胞と
比べて P-gpの発現量が少ない CL-40細胞，C2BBe1細胞，および RKO細胞においては P-
gp阻害剤の添加により抗がん剤の EC50値はほとんど影響を受けなかった。 
 細胞膜上に発現する P-gpタンパク質が薬物を細胞外に排出する機能を持つため，MDR1 
mRNA発現量と P-gpタンパク質発現量との関連 (Figs. 7B and 7C)，および P-gpタンパク
質の細胞内局在 (Fig. 8) を検討した。FACS解析においては CW-2細胞および CL-40細胞で
の，ウェスタンブロット法においては CL-40細胞での P-gpタンパク質発現量は mRNA発












がん細胞株である Caco-2において microRNA-145がダウンレギュレーションされると P-
gpタンパク質発現量および P-gpの基質である rhodamine 123の排出活性は上昇するが，





 本研究で用いた 5種の結腸がん細胞株の中で，CL-11細胞，C2BBe1細胞，および RKO
細胞においては，MDR1 mRNA発現量が細胞膜上に発現する P-gpタンパク質発現量の指
標になると考えられた (Figs. 7B, 7C, and 8)。いくつかの抗がん剤の EC50値は CL-11細胞で
は P-gpによる影響を受けたが，C2BBe1細胞や RKO細胞では影響を受けなかったことか
ら，MDR1 mRNA発現量が CL-11細胞よりも多いがん細胞株においては抗がん剤の in 
vitroでの薬効が過小評価される可能性があると考えられる。CCLEにおいて，全がん細胞
株中の 1.5% (917中 14) の細胞株，および結腸がん細胞中の 14.5% (55中 8) の細胞株の
MDR1 mRNA発現量は CL-11細胞中の発現量よりも多いことから，MDR1の mRNA発現
量が CL-11細胞よりも多いがん細胞株の数は限られている。 
 抗がん剤の添加によって MDR1 mRNA発現量が 2倍以上上昇した結腸がん細胞株もあ
ったが (Table 7) ，抗がん剤添加の前後で検討した結腸がん細胞株における MDR1 mRNA
発現量の順位はほぼ変わらず，RRに影響を及ぼすようなMDR1 mRNA発現量の変化は認
められなかった。 
 抗がん剤の RRと P-gpタンパク質発現量との関連については，P-gp発現量が大きい細
胞株においていくつかの抗がん剤の RRは 2以上であったが，明確な相関関係は見られな
かった (Fig. 11)。本研究において doxorubicinの RRは CW-2細胞では 2以下であったが，
CL-11細胞および C2BBe1細胞では 2以上であった。Doxorubicinは P-gpだけでなく BCRP 
(Saeed et al., 2015) や MRP1 (Wei et al., 2012) の基質となることが報告されている。CL-11細
胞および C2BBe1細胞における BCRP mRNAの発現量は比較的多かったことから (Table 4)，
これらの細胞で見られた doxorubicinへの抵抗性には BCRPが一部関与している可能性も
ある。P-gpタンパク質をほとんど発現しない CL-40細胞および RKO細胞における
mitoxantroneの RRはそれぞれ 2.8および 2.3であった。Mitoxantroneも BCRP (Miyake et 
al., 1999) およびMRP1 (Morrow et al., 2006) の基質となることが報告されているが，CL-40





 結腸がん細胞株と LLC-CoL細胞において paclitaxel，vinorelbine，および doxorubicinの
URは P-gpタンパク質発現量の増加に伴い増大したことから (Fig. 10)，P-gpがこれらの抗
がん剤の細胞内への蓄積に関わっていると考えられる。このような条件下において，
paclitaxelの RRは URの増大に伴い増加したが (Fig. 12A)，他の薬物については RRと UR
との間に明確な関連性は見られなかったことから，抗がん剤の RRは細胞内全体の濃度で
はなく，薬理作用部位近傍の局所濃度と相関する可能性が考えられる。 
 MDR1 mRNA発現量が細胞膜上に発現している P-gpタンパク質発現量の指標となると
考えられる CL-11細胞，C2BBe1細胞，および RKO細胞 (Figs. 7B, 7C, and 8) でのMDR1 
mRNA発現量を，expOから入手可能ながん生検サンプルでのMDR1 mRNA発現量と比較
した (Fig. 13)。比較の結果，97%以上のがん生検サンプルにおけるMDR1 mRNA発現量は，
P-gpを阻害することでいくつかの抗がん剤の EC50値が著しく減少した CL-11細胞よりも
少なく，抗がん剤の EC50値が P-gp阻害の影響を受けなかった C2BBe1細胞や RKO細胞と
同等もしくは少なかった (Fig. 13)。しかし，第 2章 第 4節の BCRPにおいても考察した
通り，本研究において抗がん剤の添加後，MDR1 mRNA発現量の上昇を示す結腸がん細胞
株があったが，Fig. 13に示すがん生検サンプルの 90%以上は化学療法を受けていない患者
から採取されていること (annotated in accession number: GSE2109; GEO)，P-gpは BCRPと
同様，がん幹細胞に高発現することが報告されていること (Dean et al., 2005) を考慮すると，
がん組織において P-gpが抗がん剤を排出することによって起こる薬剤耐性を無視できる
とは必ずしも結論付けることはできない。 
 第 2章の内因性の BCRPおよび本章の内因性の P-gpの検討結果を比較すると，内因性
の BCRPや P-gpを高発現するがん細胞株においてのみ，それぞれの基質抗がん剤の薬効
が BCRPや P-gpの影響を受けたが (Figs. 4 and 11)，内因性の BCRPや P-gpを高発現する
細胞株の数は限られている点が類似していた。一方，がん細胞株中の内因性 BCRPの
mRNA発現量と粗膜画分中および細胞膜上のタンパク質発現量は概ね相関していたが 
(Figs. 2C and 3)，内因性 P-gpの mRNA発現量とタンパク質発現量には，一部相関が見ら










 本章の結果をまとめると，内因性の P-gpを高発現するがん細胞株 (全がん細胞株の














Fig. 13. Comparison of relative mRNA expression levels of MDR1 to β-actin between cancer 
biopsies and cancer cell lines. mRNA expression levels of MDR1 and β-actin in 2157 cancer 
biopsies and cancer cell lines used in this study, represented as SI of microarray analysis, were 
obtained from expO and CCLE, respectively, and compared (closed circle, cancer biopsies and open 




































第 4章 結論 
 
 抗がん剤の多剤耐性因子として関与している BCRPや P-gpを介する薬剤耐性の in vitro
研究には，人工的な条件下で BCRP や P-gp を過剰発現させた細胞株が用いられているが，








 第 2 章では，内因性 BCRP の発現量が異なる膵臓がん細胞株である，PANC-1，AsPC-1，
HPAF-II，SW 1990，およびMIA PaCa-2を用いて検討を行なった。これらの細胞株での







AsPC-1細胞と比べて少ない HPAF-II細胞，SW 1990細胞，およびMIA PaCa-2細胞では
BCRP阻害の影響は見られなかった。阻害剤の添加による抗がん剤の EC50値のシフトの比
を resistance ratio (RR) として評価したところ，RRは BCRP mRNA発現量の増加に伴い増
大した。 
 第 3章では，内因性の P-gp発現量の異なる結腸がん細胞株である，CW-2，CL-11，CL-








考えられた。内因性の P-gpを高発現する CW-2細胞および CL-11細胞において，P-gpの
基質となる抗がん剤の EC50値は P-gp阻害剤の添加によって著しく減少した。しかし，内
因性 P-gpの発現量が CW-2細胞や CL-11細胞と比べて少ない CL-40細胞，C2BBe1細胞，
および RKO細胞では P-gp阻害による影響を受けなかった。また，ZSQの有無による抗が
ん剤の細胞内蓄積比を uptake ratio (UR) として評価したところ，細胞膜上の P-gpタンパク
質発現量と各抗がん剤の UR値との間に関連性が認められた。一方，細胞膜上の P-gpタ
ンパク質発現量と P-gp阻害剤添加による抗がん剤の EC50値のシフト (RR)，および P-gp
阻害剤の有無による抗がん剤の細胞内蓄積比 (UR) と P-gp阻害剤添加による抗がん剤の
EC50値のシフト (RR) との間には明確な関連性は認められなかった。 
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